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A presente dissertação visa a obtenção do Grau de Mestre em Biotecnologia por Licenciados 
“Pré-Bolonha”. Apresentado sob a forma de relatório de atividade profissional, o documento tem 
como objetivo descrever a experiência profissional e competências adquiridas desde que 
terminei a licenciatura em Química Aplicada, ramo de Biotecnologia até ao presente. 
 
A estrutura deste relatório reflete o meu percurso profissional como técnica de laboratório, onde 
descrevo as principais funções desempenhadas nos vários laboratórios por onde passei. 
Abordarei de forma sucinta a minha passagem pelo Centro de Genética Humana do Instituto 
Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge, bem como o trabalho desenvolvido durante os primeiros 
seis anos passados na GenoMed - Diagnósticos de Medicina Molecular, SA. Durante este 
período adquiri competências específicas nas áreas de citogenética e biologia molecular, que se 
tornaram uma mais valia durante o meu percurso profissional.  
  
Uma parte importante do relatório será dedicada ao trabalho desenvolvido na área de Tumores 
Sólidos da GenoMed, onde me encontro há quatro anos. A experiência anteriormente adquirida 
permitiu-me assumir esta área de diagnóstico molecular em oncologia. Sendo uma área pautada 
pelo aumento de conhecimento científico, o trabalho realizado caracteriza-se pela aquisição 
contínua de novas competências técnicas, conduzindo por exemplo à implementação de novos 
testes para dar resposta às exigências do campo da medicina personalizada.     
 
 










The presentation of this report is intended to obtain the Master degree in Biotechnology for 
Licensees “Pre-Bolonha”. Presented as a professional activity report, this document has the 
purpose of describing the professional experience and acquired expertise since graduating from 
Applied Chemistry, Biotechnology branch until now. 
 
The structure of this report reflects my professional journey as a laboratory technician describing 
the relevant occupations in the labs where I’ve worked. I’ll briefly explain the activities in Centro 
de Genética Humana of Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge, as well as the work 
developed in the first six years spent at GenoMed - Diagnósticos de Medicina Molecular, SA. 
During this period, I’ve acquired specific skills in the fields of cytogenetics and molecular biology, 
that went to become an asset throughout my professional life. 
 
An important part of the report will be dedicated to the activity developed in Solid Tumours 
department of GenoMed, where I’ve been for the last four years. The technical skills previously 
acquired allowed me to embrace the molecular diagnosis in this field of oncology. With the 
increase of scientific knowledge surrounding this field, part of the work consists in developing new 
technical skills as well as implement new tests using state of the art technology to match the 
demands of personalised medicine.    
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1. Laboratório de Oncobiologia, CGH - INSA (2002-2003) 
 
Entre 2002 e 2003 realizei estágio na área da genética humana no laboratório de Oncobiologia 
no Centro de Genética Humana do Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge (CGH - INSA), 
sob a orientação do Dr. Luís Vieira. Este estágio decorreu no âmbito da Ação 3.2 – Programa de 
Estágios no Ensino Superior, nos termos do Despacho Conjunto 717/2001 de 3 de agosto 
(Medida 3 -  Apoio à Transição para a Vida Ativa e Promoção da Empregabilidade, da Intervenção 
Operacional da Educação - PRODEP III).  
 
Este estágio permitiu a aquisição e aplicação de diversas competências técnicas que viriam a 
desempenhar um papel de destaque no futuro profissional. 
 
1.1. Atividade Científica  
 
Na sequência do trabalho desenvolvido durante este período resultaram a publicação de um 
artigo científico numa revista da especialidade, bem como a apresentação de comunicações em 
poster em reuniões científicas:  
 
Sousa A.C., Marques B., Jorge M., Alaiz H., Diamond J., Ribeiro M.J., Boavida M.G., Vieira L. 
(2003). A variant t(11;19;9)(q23;p13.3;p22) in acute myeloid leukaemia with MLL-AF9 fusion 
gene. XXXIX Conferências de Genética, Porto, Portugal (poster apresentado no Anexo I); 
 
Marques B., Sousa A.C., Ambrósio P., Jorge M., Alaiz H., Diamond J., Pereira A.M., Ribeiro M.J., 
Vieira L., Boavida M.G. (2003). Fluorescence in situ hybridization analysis of unusual 
chromosomal rearrangements in acute myeloid leukaemia involving the MLL gene. 4th 
European Cytogenetics Conference, Bolonha, Itália (poster); 
 
Vieira L., Sousa, A.C., Matos P., Marques B., Alaiz, H., Ribeiro M.J., Braga P., da Silva M.G., 
Jordan P. (2006). Three-way translocation involves MLL, MLLT3, and a novel cell cycle control 
gene, FLJ10374, in the pathogenesis of acute myeloid leukemia with t(9;11;19)(p22;q23;p13.3). 










2. Laboratório de Toxicologia Genética, CGH - INSA (2003-2006) 
 
Entre maio de 2003 e dezembro de 2004 integrei o laboratório de Toxicologia Genética como 
técnica de laboratório em regime de prestação de serviços no subprojecto “Estudo dos efeitos 
Genotóxicos na População” do projeto de investigação “MinUrar – Minas de Urânio e seus 
Resíduos. Efeitos na saúde da população”. No período subsequente (dezembro de 2004 a junho 
de 2006) desempenhei funções como bolseira de investigação no mesmo projeto (BIC 01/2004-
V), sob orientação da Doutora Maria João Silva. 
 
Este projeto de investigação surgiu através da Resolução da Assembleia da República nº 34/ 
2001, em que o INSA foi encarregado de coordenar, em conjunto com o Instituto Tecnológico e 
Nuclear, com o Instituto Nacional de Engenharia, Tecnologia e Inovação (através do anterior 
Instituto Geológico e Mineiro), com o Centro Regional de Saúde Pública do Centro e com o 
Hospital de S. Teotónio SA (Viseu), a realização de estudos que identificassem as eventuais 
repercussões das minas de urânio e seus resíduos, no ambiente e na saúde das populações. 
 
O trabalho desempenhado tinha como principais atividades a otimização dos procedimentos 
técnicos associados ao projeto, e subsequente processamento de amostras e análise das 
aberrações cromossómicas estáveis em linfócitos de sangue periférico da população alvo, por 
hibridação in situ fluorescente ou FISH (Figura 2.1), usando microscopia de fluorescência 
acoplada a um sistema automatizado de captura de imagem. 
 
Figura 2.1. Exemplo de FISH em metáfases de sangue periférico usando sondas de DNA-biblioteca 
estudado no projecto MinUrar. (a) Metáfase normal e (b) metáfase com translocação recíproca envolvendo 
o cromossoma 1 (b - indicado pelas setas). 
 
Sendo um estudo de biodosimetria retrospetiva, a contabilização das aberrações cromossómicas 
foi utilizada como biomarcador do efeito da exposição ambiental ao urânio e produtos do seu 
decaimento (Edwards et al., 2005; Tucker et al., 1995). Procedeu-se simultaneamente à 
avaliação da competência de reparação de lesões do DNA em células sanguíneas após 






Apesar de não estar inicialmente previsto, durante este período participei noutro projeto que se 
encontrava em curso: “Characterization of mutagenic effects of poly (ADP-Ribose) polymerase 
deficiency in transgenic mice” (FCT 24270/99), que analisou a frequência de micronúcleos em 
reticulócitos de ratinho após exposição a radiação gama, tendo ainda dado apoio na manutenção 
dos animais.  
 
2.1. Atividade Científica 
 
Os resultados obtidos no âmbito dos projetos de investigação em que participei foram publicados 
em revistas da especialidade. Paralelamente, o trabalho desenvolvido durante este período foi 
apresentado em diversos congressos e outras reuniões: 
 
Silva M.J., Dias A., Costa P., Sousa A.C., Boavida M.G. (2004). Diagnóstico citogenético de 
ataxia telangiectasia. Instabilidade cromossómica espontânea e radioinduzida. 8ª Reunião da 
Sociedade Portuguesa de Genética, Porto, Portugal (poster);  
 
Louro H., Silva M.J., Costa P., Sousa A.C., Dias A., Boavida M.G. (2004). Efeitos da deficiência 
em poli (ADP-ribose) polimerase na cinética de indução de micronúcleos pela metilnitrosureia. 
8ª Reunião da Sociedade Portuguesa de Genética, Porto, Portugal (poster);  
 
Louro H., Silva M.J., Costa P., Dias A., Sousa A.C., Ferro de Carvalho A., Boavida M.G. (2004). 
Poly (ADP-ribose) polymerase deficiency in vivo increases cell death induced by ionizing 
radiation. XIV Congresso Nacional de Bioquímica, Vilamoura, Portugal (poster); 
 
Louro H., Silva M.J., Costa P., Sousa A.C., Dias A., Marques B., Boavida M.G. (2005). Mutagenic 
effects of poly (ADP-ribose) polymerase deficiency in transgenic mice. Fragilome - 
Chromosomal instability, fragile sites, and cancer, Heidelberg, Alemanha (poster); 
 
Silva M.J., Louro H., Costa P., Sousa A.C., Clarke L., Boavida M.G. (2005). Comparative analysis 
of the effect of in vivo PARP-1 deficiency and PARP inhibition on radiation-induced chromosome 
instability. 35th Annual Meeting of the European Environmental Mutagen Society, Kos, Grécia 
(poster);  
 
Silva M.J., Louro H., Pinheiro I., Costa P., Sousa A.C., Dias A., Boavida M.G. (2005). Effect of 
poly (ADP-ribose) polymerase deficiency in the spectrum of mutations induced by MNU in 
transgenic mice. 35th Annual Meeting of the European Environmental Mutagen Society, Kos, 
Grécia (poster); 
 
Silva M.J., Gil O., Costa P., Sousa A.C., Cardoso P., Pedro L., Dias A., Nogueira P., Marinho-




mines waste. 35th Annual Meeting of the European Environmental Mutagen Society: 
Environment and Human Genetic Disease – Causes, mechanisms and effects, Kos, Grécia 
(poster);  
 
Louro H., Silva M.J., Costa P., Dias A., Sousa A.C., Pinheiro I., Boavida M.G. (2005). Poly (ADP-
ribose) polymerase deficiency alters the spectrum of the MNU-induced mutations in mouse 
testis. Medical Science Monitor, 11 (Suppl. 1): 38 (prémio de melhor poster); 
 
Louro H., Silva M.J., Pinheiro I., Costa P., Sousa A.C., Dias A., Boavida M.G. (2005). A deficiência 
em poli (ADP-ribose) polimerase-1 in vivo causa um aumento de delecções/inserções em 
resposta a lesões alquilantes do DNA.  9ª Reunião da Sociedade Portuguesa de Genética, 
Cascais, Portugal (poster); 
 
Pinheiro I., Dias A., Sousa A.C., Louro H., Silva M.J. (2005). A deficiência em poli (ADP-ribose) 
polimerase-1 modifica a resposta celular a agentes anti-mutagénicos. 9ª Reunião da Sociedade 
Portuguesa de Genética, Cascais, Portugal (poster); 
 
Louro H., Silva M.J., Faustino I., Sousa A.C., Dias A., Boavida M.G. (2006). Poly (ADP-ribose) 
polymerase deficiency does not influence the mutagenesis of ethylnitrosurea in liver and testis 
from transgenic mice. 36th Annual Meeting of the European Environmental Mutagen Society, 
Praga, República Checa (poster); 
 
Silva M.J., Monteiro-Gil O., Sousa A.C., Painço P., Costa P., Pedro L., Dias A., Cardoso J., 
Santos L., Nogueira P., Marinho Falcão J., Boavida M.G. (2006). An evaluation of cytogenetic 
damage in a population exposed to uranium mines residues. 36th Annual Meeting of the 
European Environmental Mutagen Society, Praga, República Checa (poster); 
 
Sousa A.C., Monteiro-Gil O., Cardoso P., Costa P., Pedro L., Dias A., Nogueira P., Marinho-
Falcão J., Boavida M.G., Silva M.J. (2006). Chromosome aberrations in residents exposed to 
Urgeiriça uranium mines waste. Dia do jovem investigador, INSA, Lisboa (poster apresentado 
no Anexo III); 
 
Monteiro-Gil O., Painço P., Teixeira T., Dias A., Sousa A.C., Costa P., Pedro L., Cardoso J., 
Santos L., Nogueira P., Marinho Falcão J., Boavida M.G., Silva M.J. (2007). Comparative 
analysis of cytogenetic damage in two population groups from different background radiation 
regions. 37th Annual Meeting of the European Environmental Mutagen Society, Basileia, Suiça 
(poster); 
 
Silva M.J., Monteiro-Gil O.M., Sousa A.C., Painço P.C., Costa P., Pedro L., Dias A., Cardoso J., 




Genotóxicos na População. Em Relatório MinUrar - Minas de urânio e seus resíduos: efeitos 
na saúde da população – Relatório Científico II. Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge, 
Lisboa (capítulo apresentado no Anexo IV); 
 
Gil F., Louro H., Dias A., Monteiro-Gil O., Painço P., Teixeira T., Sousa A.C., Costa P., Nogueira 
P., Boavida M.G., Silva M.J. (2008). Influence of hOGG1 genotype on the frequencies of stable 
and unstable chromosome aberrations in radiation-exposed individuals. European Journal of 
Cancer, Vol. 6, Nº 9 (Suppl),199 (resumo); 
 
Gil F., Louro H., Dias A., Monteiro-Gil O., Painço P., Teixeira T., Sousa A.C., Costa P., Nogueira 
P., Boavida M.G., Silva M.J. (2008). Influence of hOGG1 genotype on the frequencies of stable 
and unstable chromosome aberrations in radiation-exposed individuals. Symposium on 
Integrative Molecular Cancer Epidemiology. 20th Meeting of the European Association for 
Cancer Research, Lyon, França (poster); 
 
Louro H., Pinheiro I., Costa P., Sousa A.C., Dias A., Boavida M.G., Silva M.J. (2008). Mutagenic 
effects of poly (ADP-Ribose) polymerase-1 deficiency in transgenic mice. Mutation 
Research/Fundamental and Molecular Mechanisms of Mutagenesis 640(1-2):82-88 (artigo 




















3. GenoMed – Diagnósticos de Medicina Molecular, SA (2006 até ao 
presente) 
Em junho de 2006 iniciei o meu percurso na GenoMed, onde ainda me encontro. A GenoMed - 
Diagnósticos de Medicina Molecular, SA é uma spinoff do Instituto de Medicina Molecular (iMM) 
que se encontra sediada na Faculdade de Medicina de Lisboa, no campus do Centro Hospitalar 
Lisboa Norte, tendo como missão a transferência de conhecimentos científicos na área da 
Medicina Molecular para a prática clínica. Estando integrada no iMM, a empresa beneficia da 
integração num ambiente de investigação e ensino de excelência na área da Medicina Molecular, 
usufruindo da constante partilha com o ambiente académico e da a competência científica em 
biologia molecular dos investigadores do iMM. A GenoMed obteve a certificação pela NP EN ISO 
9001:2008 em 2009 (Certificado 09.CEP.3390) e é um laboratório licenciado para Genética e 
Patologia Molecular (Licença nº 0075L/2007). 
 
A descrição das principais tarefas na GenoMed será dividida pelas três áreas funcionais da 
valência da Oncologia por onde passei ao longo destes anos, apresentando de uma forma mais 
resumida as atividades desempenhadas como técnica de laboratório nas áreas de Citogenética 
e Biologia Molecular em Hemato-Oncologia, abordando com maior destaque o trabalho 
desenvolvido na área de Tumores Sólidos, nos últimos quatro anos. 
 
3.1. Área de Citogenética  
 
Iniciei o meu percurso na GenoMed integrando a equipa do laboratório de Citogenética sob a 
coordenação da Doutora Sónia Santos como técnica de laboratório, com o intuito de assegurar 
os procedimentos técnicos desta área. 
 
Embora a primeira alteração cromossómica associada a uma doença maligna humana, o 
cromossoma de Philadelphia (Ph), tenha sido descoberta por Nowell e Hungerford (1960), a 
análise citogenética aplicada à Hemato-Oncologia mantêm-se como uma ferramenta importante 
no diagnóstico, prognóstico, auxílio da decisão terapêutica ou monitorização da resposta ao 
tratamento. 
 
A análise citogenética é realizada em duas vertentes complementares, a citogenética 
convencional e citogenética molecular (FISH), realizadas no laboratório de Citogenética, e 
direcionadas principalmente para patologias hemato-oncológicas. O período que permaneci 
neste laboratório permitiu a aquisição das competências necessárias para ambas as valências, 
que cobrem todo o processamento desde que a amostra entra no laboratório até à emissão do 
relatório, incluindo tanto competências do foro técnico como análise, interpretação e validação 




3.1.1. Citogenética Convencional 
 
A citogenética convencional consiste na definição de um cariótipo, conseguido através da análise 
de 10 a 20 metáfases por observação em microscópio ótico. Para atingir esta meta passei pela 
aprendizagem das diferentes ferramentas que auxiliam o estabelecimento de um cariótipo, bem 
como dos conceitos adjacentes que permitem adequar os processos envolvidos no objetivo 
pretendido. 
 
Cultura de sangues medular ou periférico e cultura de gânglios linfáticos 
 
Existem vários fatores que podem afetar a obtenção de uma preparação adequada para análise 
citogenética, tais como o volume da amostra ou o estado da conservação da mesma, este último 
relacionado com a necessidade de células vivas para que as culturas sejam viáveis.  
 
O técnico de laboratório tem que ter presente diferentes aspetos na altura de estabelecer cultura 
de amostras de sangue periférico, medular ou gânglios. A quantidade e tipo de culturas 
realizadas diferem de acordo com a patologia hemato-oncológica, com o objetivo de maximizar 
a obtenção de metáfases para análise (Figura 3.1a). Consoante seja uma patologia da linha 
mieloide, linfoide ou mieloma múltiplo realizam-se culturas de 24 horas, três e/ou cinco dias, com 
ou sem estimulação através da adição de Fitohemaglutinina ou TPA (Phorbol 12-myristate 13-
acetate). 
 
Figura 3.1. Procedimentos laboratoriais de citogenética convencional. (a) Estabelecimento de culturas 
celulares pelo técnico de laboratório. (b) Coloração com corante de Leishman. 
 
Colheita de metáfases 
 
Após um determinado período de tempo é adicionada colcemida às culturas, um agente 
citostático que impede a formação do fuso acromático, conduzindo à paragem do ciclo celular, 
permitindo assim maximizar o número de células na fase de metáfase. Seguidamente, realiza-
se a sua colheita através de um procedimento que envolve choque hipotónico, para promover a 






Espalhamento e bandeamento dos cromossomas para análise  
 
O sedimento celular obtido é então espalhado em lâminas, em condições de temperatura e 
humidade controladas, e envelhecido por ação da temperatura (estufa a 60ºC). Este material é 
sujeito à ação de uma enzima, a tripsina, que desnatura as proteínas do material genético, e 
posteriormente corado com recurso ao corante de Leishman (Figura 3.1b) que permite a 
obtenção de um padrão de bandas G característico em cada cromossoma. 
 
Análise de cariótipo 
 
A análise de cariótipo consiste na identificação correta dos cromossomas de cada metáfase 
através do seu padrão de bandeamento G, análise do número de cromossomas de cada célula 
e composição dos cromossomas sexuais, permitindo desta forma a identificação das anomalias 
cromossómicas caso elas estejam presentes. A descrição do cariótipo final é realizada segundo 
as regras de nomenclatura do ISCN (An International System for Human Cytogenetic 
Nomenclature) em vigor à data, 2005, 2009 e 2013 (Figura 3.2). 
 
Figura 3.2. Exemplos de cariótipos definidos no Laboratório de Citogenética. (a) Cariótipo de um indivíduo 
do sexo masculino sem alterações cromossómicas - 46, XY; (b) Cariótipo de um indivíduo do sexo feminino 
com a presença de uma translocação entre o cromossoma 8 e 21 associada a um subgrupo da patologia 







Como técnica participei em exercícios de validação internos paralelos à participação em 
programas de controlo de qualidade externo (UK-NEQAS for Clinical Cytogenetics) para atestar 
as competências na descrição do cariótipo em amostras Hemato-Oncológicas.  
 
3.1.2. Citogenética Molecular (FISH) 
 
A técnica de FISH consiste na ligação de sondas marcadas com fluorocromos a um determinado 
Locus ou gene por um processo de co-desnaturação e hibridação. No laboratório de Citogenética 
apenas se utilizam sondas comerciais específicas (sondas Vysis da Abbott Molecular e sondas 
Kreatech™), com relevância clínica no contexto da patologia estudada. 
 
O procedimento realizado poderá diferir consoante o objetivo do resultado de FISH. Em contexto 
de diagnóstico pretende-se analisar cerca de 100 a 200 núcleos, e poderá ser realizado 
diretamente em núcleos, conjugado com imunofluorescência para marcação de células-alvo (cig-
FISH) ou em núcleos extraídos de amostras fixadas em formalina e embebidas em parafina 
(FFPE). 
 
A preparação de lâminas para observação compreende diversos procedimentos experimentais 
como espalhamento, envelhecimento e pré-tratamento do material biológico, seguido de co-
desnaturação e hibridação com a sonda adequada. Seguem-se as lavagens de estringência para 
eliminação da sonda não hibridada ou hibridada com baixa homologia, e montagem das lâminas 
com meio de montagem que preserva a fluorescência. 
 
Depois de preparadas, procede-se a visualização das lâminas com um microscópio de 
fluorescência dotado dos filtros adequados para o efeito (Figura 3.3). A análise e interpretação 
de um teste de FISH prende-se com a capacidade de contar os sinais de hibridação em núcleos 
interfásicos de uma forma sequencial, bem como a interpretação do padrão obtido consoante o 
tipo de sonda observada - single color, dual color, dual color/break-apart, dual color/dual fusion 
(Figura 3.4). 




Esta metodologia funciona principalmente como técnica complementar à citogenética 
convencional, representando uma mais valia indubitável pela rapidez do resultado, sendo 
também uma ferramenta extremamente útil quando se pretende clarificar anomalias complexas 
no cariótipo ou estamos a estudar uma amostra sem metáfases, com metáfases insuficientes ou 
com fraca morfologia. 
 
Figura 3.4. Exemplo de diferentes aplicações de FISH. (a) Deteção da transloção t(11;14) com sonda dual 
color/dual fusion em células-alvo por cig-FISH em Mieloma Múltiplo; (b) Metáfase e (c) interfase com 
trissomia do cromossoma 8 (sonda centrométrica single color) em Sindrome Mielodisplásico.  
 
Devido à dificuldade inerente ao tipo de amostras processadas, durante o período que permaneci 
no laboratório participei nos diversos ensaios de validação para atestar as competências na 
descrição dos sinais de hibridação bem como sua interpretação com diferentes sondas. 
 
3.2. Área de Biologia Molecular em Hemato-Oncologia  
 
A meio do período a que reporta este capítulo, e por motivos organizacionais, estive durante 
cerca de ano e meio no laboratório de Biologia Molecular em Hemato-Oncologia, 
desempenhando funções como técnica de laboratório sob coordenação da Dra. Sónia Matos. 
 
Pelo caráter complexo das patologias hemato-oncológicas, a sua caracterização molecular sofre 
constantes atualizações, para as quais o laboratório tem que dar resposta. Desta forma, torna-
se fundamental que o técnico de biologia molecular tenha a versatilidade necessária para realizar 
diferentes técnicas, bem como compreendê-las e interpretar os resultados obtidos, 
contextualizando-os numa determinada patologia, de acordo com o conhecimento que se possui 
na altura. 
 
Durante este período foi-me permitido aprender diversas técnicas de biologia molecular, com o 
objetivo de caracterizar molecularmente biomarcadores hemato-oncológicos ao nível do DNA 
e/ou RNA. Estas técnicas permitem o estudo de genes ou partes de genes que possuem 
relevância clínica no diagnóstico, prognóstico, decisão terapêutica ou monitorização da resposta 
ao tratamento. Como técnica de laboratório aprendi todos os procedimentos associados ao 
processamento, análise, interpretação e validação analítica de resultados em amostras de 
sangue medular, periférico, gânglios a fresco ou inclusos em parafinas.  




3.2.1. Pré-processamentos de Amostras de Sangue Medular ou Periférico 
 
Os pré-processamentos de amostras para testes de biologia molecular em hemato-oncologia, 
consistem principalmente na separação de células de amostras de sangue medular ou sangue 
periférico, em gradiente de densidade para enriquecimento em células mononucleadas e/ou 
granulócitos. Estas amostras são processadas de acordo com a técnica que posteriormente se 
irá realizar, ou seja, extração DNA e/ou RNA. 
 
3.2.2. Metodologias de Biologia Molecular 
 
Considerando a diversidade de biomarcadores moleculares existentes, a variedade de 
metodologias aplicadas também é semelhante. Para os corretamente avaliar e/ou caracterizar 
dispomos de diferentes técnicas, sendo que a maioria é baseada na reação de polimerase em 
cadeia (PCR) que será abordada com mais detalhe no âmbito dos Tumores Sólidos.  
 
Desde a síntese de cDNA (DNA complementar) a partir de RNA por Reverse Transcriptase PCR, 
bem como PCR simples, nested, ARMS (amplification-refractory mutation system), PCR em 
tempo real, sequenciação direta, análise de fragmentos por eletroforese capilar ou eletroforese 
em gel de agarose, muitas são as metodologias utilizadas para aplicações tão diferentes como 
deteção e quantificação de transcritos de fusão em patologias mieloides ou pesquisa de genes 
de fusão em linfomas, pesquisa de mutações pontuais, inserções, deleções ou duplicações em 
outros genes relevantes, assim como a caracterização molecular de dadores e recetores de 
transplante de medula óssea, ou seguimento pós-transplante (Figura 3.5). 
 
3.2.3. Análise e Validação Analítica 
  
Os resultados obtidos pelas técnicas descritas comportam um conjunto de ações que culminam 
na interpretação dos resultados obtidos, e descrição dos mesmos de acordo com as 
recomendações em vigor. O técnico tem que saber interpretar não só o resultado obtido, mas 
também fazer uma análise crítica tanto dos resultados como dos controlos internos incluídos nos 
ensaios, e enquadrar o resultado obtido no contexto clínico da patologia, como por exemplo a 
fase da doença em que um determinado teste é realizado, diagnóstico ou monitorização da 
doença.  
 
A área de Biologia Molecular em Hemato-Oncologia participa anualmente em diversos 
programas de avaliação externa da qualidade (UK-NEQAS for Molecular Genetics), requisito 











Figura 3.5. Exemplo de análise de quimerismo em doente submetido a transplante de medula óssea. A 
determinação da percentagem de quimerismo no recetor é obtida através de um ensaio multiplex de 15 loci 
ou marcadores contendo short tandem repeats (AmpFlSTR® Identifiler® PCR Amplification Kit). A detecção 






3.3. Área de Tumores Sólidos 
 
O diagnóstico molecular em Tumores Sólidos reflete a missão da empresa, que pretende 
promover a transferência de conhecimento científico conseguido através da investigação 
aplicada na área da Medicina Molecular para a prestação de serviços, auxiliando a prática clínica, 
com o intuito de melhorar o diagnóstico e prognóstico de doenças, disponibilizando para isso 
informação que possibilite optar pela terapêutica mais adaptada ao doente. 
 
De janeiro de 2013 a dezembro de 2015 passei a assegurar a realização de todos os 
procedimentos de diagnóstico molecular na área de Tumores Sólidos da Unidade de Oncologia, 
desempenhando funções como técnica sénior de laboratório e tendo como principais 
responsabilidades: 
 
a) Garantir as recomendações constantes no Manual de Boas Práticas de Laboratório, 
procedimentos de gestão, administrativos e técnicos vigentes no laboratório, bem como 
os requisitos do SGQ, no que diz respeito à área de Tumores Sólidos; 
b) Coordenação da área garantindo o seu bom funcionamento, através da qualidade dos 
serviços prestados e cumprimento dos prazos de resposta na rotina de diagnóstico; 
c) Execução, análise e validação analítica de todos os testes disponibilizados na área; 
d) Conceção, desenvolvimento e implementação de novos testes para novos 
biomarcadores com relevância clínica; 
e) Participação em diversos esquemas de avaliação externa da qualidade para os 
diferentes testes com periodicidade anual, requisito integrado no SGQ da empresa; 
f) Promoção e divulgação da área de diagnóstico molecular em Tumores Sólidos. 
g) Preparação de material, gestão de stocks, manutenção de equipamentos de uso comum 
de acordo com as suas especificações e planos de manutenção/calibração.  
 
No início de 2016, devido ao aumento da prestação de serviços, entrou um técnico para a área 
de Tumores Sólidos, que após o período adequado de formação passou também a assegurar 
parte da execução e análise dos testes recebidos. Recentemente o meu cargo de técnica sénior 
de laboratório passou a ser definido como Responsável da área de Tumores Sólidos, Unidade 
de Oncologia, mantendo todas as responsabilidades anteriormente referidas.  
 
3.3.1. Diagnóstico Molecular em Tumores Sólidos  
 
Na era da Medicina personalizada, a terapêutica dirigida tornou-se uma realidade na gestão de 
doentes com tumores em estadio avançado da doença, nomeadamente tumores metastizados. 
A presença de alterações moleculares específicas, ou seja, mutações somáticas, em genes 
particulares (biomarcadores) podem determinar o benefício ou ausência de resposta de 





Apenas tumores com um determinado perfil genético podem beneficiar dos efeitos de fármacos 
desenvolvidos especificamente para esse contexto molecular. A investigação aplicada neste 
campo, estudando grandes coortes, na sua maioria em estudos retrospetivos, e utilizando 
técnicas de sequenciação de nova geração ou NGS (Next Generation Sequencing), continuam 
a identificar alterações moleculares que funcionam como ponto de partida para a indústria 
farmacêutica desenvolver novos fármacos com uma especificidade ímpar (André et al., 2014; 
Diaz e Bardelli, 2014). 
 
Carcinoma do Pulmão de Não Pequenas Células  
 
O Carcinoma Pulmonar de Não Pequenas Células (CPNPC) constitui cerca de 85-90% dos 
cancros de pulmão, sendo os hábitos tabágicos responsáveis por 80% dos casos diagnosticados. 
No entanto, a prevalência deste tipo de cancro tem vindo a aumentar em indivíduos não 
fumadores (Novello et al., 2016). Diversas alterações genéticas foram identificadas como 
estando na origem do processo oncogénico de alguns subtipos de CPNPC, permitindo assim 
recorrer à medicina personalizada através de tratamentos terapêuticos direcionados. 
 
O desenvolvimento de novos fármacos como os inibidores de tirosina quinase, os TKIs (gefitinib, 
erlotinib, afatinib, crizotinib e ceritinib), específicos para o tratamento de determinados subgrupos 
selecionados de pacientes com CPNPC, conduziu a alterações significativas na gestão do 
paciente, uma vez que adia de forma substancial a progressão da doença (Novello et al., 2016). 
Desta forma, a decisão terapêutica nestes pacientes está fortemente condicionada à correta 
caracterização histológica e molecular do subtipo do tumor.  
 
De acordo com as mais recentes recomendações para o diagnóstico, tratamento e seguimento 
de cancro do pulmão do NCCN (National Comprehensive Cancer Network) e ESMO (European 
Society for Medical Oncology), o diagnóstico molecular é fundamental para determinar qual a 
terapia mais eficaz para o seu tratamento (NCCN Guidelines, 2017; Gerber et al., 2014). 
 
A elegibilidade para a terapia direcionada mais apropriada com os TKIs disponíveis é 
determinada pela análise de biomarcadores preditivos no contexto de CPNPC, ou seja, a análise 
mutacional do gene EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), em que a presença de mutações 
ativantes é preditiva de resposta aos TKIs de 1ª e 2ª geração (gefitinib, erlotinib ou afatinib), 
assim como a pesquisa de rearranjos dos genes ALK e ROS1 por FISH (Figura 3.6), para 
determinar a aplicabilidade do crizotinib ou ceritinib (Gerber et al., 2014; Lindeman et al., 2013). 
 
No CPNPC estão descritas diferentes mutações no domínio quinase do gene EGFR (exões 18 a 
21). A presença de mutações neste domínio conduz a um ganho de função sem que seja 




intracelular fica permanentemente ativa, resultando assim na proliferação celular, proteção em 
relação à apoptose, aumento da capacidade de invasão de tecidos adjacentes e metastização.  
 
Figura 3.6. Biomarcadores em CPNPC. (a) Eletroferograma parcial do exão 21 do gene EGFR com a 
mutação pontual c.2753C>T; p.(Leu858Arg) (indicado pela seta). (b) Deteção do rearranjo do gene ALK 
(sonda break-apart indicada pela seta). 
 
Cerca de 15-30% dos CPNPC possuem mutações somáticas nos exões 18, 19, 20 e/ou 21 do 
gene EGFR tendo sido demonstrado que a maior parte destas conferem hipersensibilidade aos 
TKIs. Entre as mutações mais frequentes (85 a 90%) estão as deleções no exão 19 e a mutação 
pontual c.2753C>T; p.(Leu858Arg) no exão 21. Na presença destas mutações, os TKIs 
competem com o ATP para a ligação ao domínio catalítico intracelular da tirosina quinase do 
EGFR, o que leva à inibição da sua fosforilação e concomitantemente à inibição de toda a via de 
sinalização intracelular (Sharma et al., 2007). Existe, no entanto, um subgrupo de mutações, as 
inserções no exão 20, preditivas de resistência aos TKIs.   
 
Invariavelmente, todos os pacientes com CPNPC positivos para mutações no gene EGFR e a 
fazerem terapêutica com TKIs veem a sua doença progredir. Mais de metade dos casos de 
resistência adquirida aos TKIs devem-se à presença de uma mutação missense secundária no 
exão 20, p.(Thr790Met). (Ohashi et al., 2013; Watanabe et al., 2015) 
 
Tendo presente a crescente disponibilização de novas estratégias terapêuticas, e para que estas 
estejam disponíveis para um maior número de doentes, é crucial a rápida disponibilização de 
técnicas que permitam o estudo de novos biomarcadores, marcadores moleculares 
perfeitamente estabelecidos através de métodos mais sensíveis, ou que permitam estudar 
diferentes tipos de amostra obtidos por metodologias menos invasivas. 
 
Cancro Colorretal Metastizado 
 
Frequentemente, em diferentes tipos de cancro, são encontradas mutações na família de proto-
oncogenes RAS, tornando-os excelentes biomarcadores preditivos de resposta à terapêutica ou 
de prognóstico, consoante o tipo de patologia a que estão associados. Esta família de genes, em 
particular os genes KRAS (KRAS proto-oncogene, GTPase) e NRAS (NRAS proto-oncogene, 





torna o diagnóstico molecular uma ferramenta muito importante na gestão da terapêutica destes 
pacientes (Heinemann et al., 2016).  
 
A presença de mutações nos codões 12, 13, 59, 61, 117 ou 146 dos genes RAS encontra-se 
associada a resistência às terapias anti-EGFR (anticorpos monoclonais tais como o cetuximab 
ou panitumumab), constituindo assim importantes biomarcadores preditivos de resposta à 
terapêutica (Figura 3.7). Estas mutações resultam na ativação constitutiva das respectivas 
proteínas na cascata de sinalização intracelular, tornando o tumor refratário a terapia que atua à 
superfície da célula (Van Cutsem et al., 2016; De Roock et al., 2010). A mutação p.(Val600Glu) 
no gene BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase), presente em cerca de 5 a 9% 
dos mCCRs, poderá também estar relacionada com a resistência do tumor a este tipo de terapia, 
pois crê-se que a proteína também se encontra constitutivamente ativa sobrepondo-se à ação 
terapêutica destes fármacos. 
 
 
Figura 3.7. Eletroferograma parcial do exão 3 do gene NRAS. Mutação missense somática no codão 61: 
c.182A>G ; p.(Gln61Arg).  
 
Tumores do Estroma Gastrointestinal 
 
Os tumores do estroma gastrointestinal (GIST) são os tumores mesenquimais mais comuns do 
sistema gastrointestinal. Geralmente, estes tumores são caracterizados por mutações no gene 
c-KIT (KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase), cujo processo oncogénico resulta de um 
ganho de funções do recetor de fator de crescimento codificado por este gene. Como mecanismo 
oncogénico alternativo identificou-se a ocorrência de mutações no gene PDGFRA (Platelet-
derived growth factor receptor alpha) (Kim et al. 2009).  
 
A caraterização molecular destes tumores desempenha um importante papel na gestão do 
doente com GIST. As recomendações para a prática clínica incluem a análise mutacional dos 
genes c-KIT e PDGFRA, que poderá ser utilizada como ferramenta para confirmação de 
diagnóstico, como biomarcador preditivo de resposta a terapias direcionadas tais como o 
imatinib, e como biomarcador de prognóstico (ESMO Clinical Practice Guidelines 2014a). 
 
Os GIST são caracterizados principalmente por mutações nos exões 9 e 11 no gene c-KIT e com 




nos exões 12, 14 e 18 (Maleddu et al., 2011), sendo que a presença da mutação p.(Asp842Val) 
no exão 18 é preditiva de ausência de resposta ao imatinib (ESMO Clinical Practice Guidelines 
2014a). 
Tumores do Sistema Nervoso Central 
 
A caracterização molecular dos tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) tem-se tornado uma 
ferramenta útil para efeitos de prognóstico e/ou predição de resposta a algumas terapias 
disponíveis. A co-deleção ou perda de heterozigotia das regiões 1p/19q tem sido usado como 
biomarcador de diagnóstico num tipo particular de gliomas, os oligodendrogliomas. Com o 
aumento do conhecimento neste tipo de cancro, passou a representar um importante 
biomarcador preditivo de resposta a radioterapia e quimioterapia.  
 
Na última edição das recomendações para a prática clínica em tumores do SNC, a ESMO 
reconheceu outros biomarcadores com utilidade clínica, em particular os genes IDH1 e IDH2 
(Isocitrate Dehydrogenase (NADP(+)1), cytosolic e Isocitrate Dehydrogenase (NADP(+)2), 
mitochondrial). Foram identificadas mutações nestes genes com uma incidência muito elevada 
em astrocitomas difusos (70-80%), em oligodendrogliomas e oligoastrocitomas (70-80%) e em 
glioblastomas primários (5-10%), sendo que em glioblastomas secundários a incidência passa 
para cerca de 80% (ESMO Clinical Practice Guidelines 2014b). A presença de mutações nestes 
genes em gliomas de alto grau encontra-se associada a um prognóstico mais favorável quando 
comparados com tumores com estes genes não mutados (Louis et al., 2016, ESMO Clinical 
Practice Guidelines 2014b, NCCN Guidelines, 2016). Aproximadamente 90% de todas as 
mutações ocorrem no codão 132 do exão 4 do gene IDH1 com menor frequência nos codões 
140 e 172 do exão 4 do gene IDH2 (Yan et al., 2009). 
 
Outro biomarcador importante no contexto de tumores do SNC é o gene MGMT (O-6-
methylguanine-DNA methyltransferase) que codifica para uma enzima reparadora de DNA, que 
reverte os danos no DNA causados por agentes alquilantes. Estes agentes são frequentemente 
utilizados no tratamento de gliomas, cuja ação é contrariada pela enzima, traduzindo-se na 
resistência do tumor a este tipo de terapêutica. Verificou-se, no entanto, que a metilação do 
promotor deste gene causa o seu silenciamento tornando o tumor mais sensível ao tratamento 
com agentes alquilantes tais como a temozolomida. Desta forma, a determinação da presença 
de metilação no promotor deste gene é particularmente útil na decisão terapêutica sendo 
considerando um biomarcador preditivo de resposta (ESMO Clinical Practice Guidelines 2014b, 
NCCN Guidelines, 2016). 
 
3.3.2. Amostras Biológicas 
 
Tradicionalmente as amostras que são enviadas para o laboratório correspondem a peças 
cirúrgicas fixadas em formaldeído tamponado e incluídas em parafina (FFPE). Para além dos 




tempo de isquemia a frio, ou o tempo que permanecem em formaldeído tamponado, condições 
de armazenamento do bloco de parafina contendo o material, ou mesmo o tempo volvido até à 
necessidade de realização de um teste de biologia molecular, condicionam a quantidade e 
qualidade do DNA necessário à realização dos testes. 
 
Para além das peças cirúrgicas, verifica-se um crescente aumento de amostras obtidas por 
biópsia, biópsia por agulha e amostras citológicas obtidas por métodos menos invasivos tais 
como broncofibroscopias, aspirados e escovados brônquicos, entre outros. Estas amostras são 
naturalmente escassas tanto em celularidade como em quantidade de células neoplásicas, 
apresentando-se como um desafio extra quando se considera a realização de testes de biologia 
molecular.  
 
Seleção histopatológica da amostra 
 
Parte integrante da realização de genotipagem de biomarcadores moleculares em tumores 
sólidos é a seleção da amostra para estudo molecular, realizada numa secção de parafina de 4 
a 6 m, e representativa do bloco de parafina. Após coloração com Hematoxilina-Eosina (H&E), 
um médico Anatomopatologista avalia a lâmina contendo o corte do tecido corado e procede à 
caracterização da amostra em parâmetros como a percentagem estimada de células 
neoplásicas, a presença de contaminantes ou escassez de células, aconselhando por exemplo 
a realização de macrodissecção (Figura 3.8), que permite o enriquecimento da amostra a estudar 
em células neoplásicas e diminuir, por exemplo, o conteúdo de necrose que poderá interferir com 
os processos a jusante. 
 
Figura 3.8. Seleção histopatológica de uma peça tumoral. Bloco de parafina contendo amostra e respectiva 
lâmina H&E com a região a macrodissectar marcada. 
 
A seleção histopatológica permite um melhor controlo sobre as condições da amostra que se 






Durante o ano de 2013, o trabalho de caracterização de amostras FFPE realizado em conjunto 
com o médico Anatomopatologista permitiu ajustar protocolos para a obtenção de melhores 
resultados na extração de DNA. Este trabalho conjunto consistiu na avaliação da quantidade de 
DNA necessária para determinado procedimento, bem como estabelecer qual a quantidade de 
tecido ou número total de células necessário, incluindo células neoplásicas, traduzido num 
determinado número de secções consecutivas a extrair. Juntamente com alterações introduzidas 
a nível da recuperação do tecido incluso em parafina e no procedimento de extração de DNA, o 
trabalho desenvolvido permitiu melhorar o rendimento obtido na extração e diminuir a quantidade 




Figura 3.9. Rendimento da extração de DNA em amostras FFPE de CPNPC ao longo do ano de 2013. 
 
Outras amostras biológicas 
 
Para além das amostras acima mencionadas alargou-se o espectro de amostras recebidas para 
amostras citológicas em meio líquido e biópsias líquidas. 
 
a. Amostras citológicas em meio líquido 
 
As amostras citológicas em meio líquido provenientes de lavados bronquioalveolares, derrames 
pleurais, liquido ascíticos, etc., são geralmente amostras com uma celularidade baixa. A 
implementação de um protocolo de extração direcionado para este tipo de amostras permite a 
realização do diagnóstico molecular a partir do meio líquido, sem que seja necessário a sua 
conversão em citobloco cujo procedimento resulta na perda significativa de material 





b. Biópsias líquidas 
 
Em determinados contextos já dispomos da possibilidade de poder trabalhar a partir de amostras 
de sangue periférico designadas por biópsias líquidas. Estas amostras permitem pesquisar 
mutações em DNA tumoral circulante (circulating tumor DNA ou ctDNA) e baseia-se no princípio 
de que há libertação de DNA proveniente do tumor para a corrente sanguínea, resultante da 
morte celular por necrose ou apoptose das células tumorais, libertando fragmentos de ctDNA e 
integrando o DNA circulante total (cell free DNA ou cfDNA). Para além da grande vantagem de 
ser obtida através de um método minimamente invasivo, este tipo de amostra apresenta-se como 
uma grande promessa no que diz respeito à heterogeneidade tumoral e possíveis diferenças 
entre o que é o perfil genético do tumor primário ou das metástases. 
 
3.3.3. Principais Metodologias Usadas na Área de Tumores Sólidos 
 
De uma forma geral, o procedimento realizado na determinação do estado mutacional de um 
biomarcador começa pela extração de DNA da amostra que se pretende estudar, utilizando para 
o efeito o método mais adequado às características da amostra. A partir do DNA obtido proceder-
se-á à amplificação das regiões de interesse através da técnica de PCR, cuja metodologia poderá 
variar consoante o que se pretende analisar, podendo ser PCR normal, PCR em tempo real ou 
Droplet Digital™ PCR (ddPCR). A análise dos resultados obtidos varia consoante o método de 
deteção utilizado e encontra-se relacionado com o método de amplificação aplicado. 
 
Extração e isolamento de DNA 
 
Como referido anteriormente, as características das amostras a processar condicionam a 
metodologia de extração de DNA utilizada. De uma forma geral, utiliza-se o kit comercial 
QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen), um método de extração em coluna que assenta no 
princípio da adsorção do DNA a uma membrana de sílica. O protocolo foi adaptado internamente, 
com a introdução de alterações específicas consoante a origem da amostra e os diferentes tipos 
de tecido processados, para melhorar o rendimento de DNA recuperado.  
 
O isolamento do cfDNA do plasma de biópsias líquidas é realizado com o kit comercial MagMax™ 
Cell -free DNA Isolation Kit (Thermo Fisher), que consiste num método de recuperação de DNA 
por partículas magnéticas, e que favorece a recuperação de fragmentos pequenos na ordem dos 
100-200pb (pares de bases), intervalo correspondente ao cfDNA, em detrimento de fragmentos 
de DNA genómico.  
 
A suspensão de DNA obtida por qualquer das técnicas é quantificada por espectrofotometria 
usando para esse efeito o NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer, ou por quantificação 





PCR e sequenciação direta 
 
Em cerca de 70 a 80% das amostras processadas pretende-se analisar toda a região codificante 
de um ou mais exões de um gene. Para este efeito realiza-se a amplificação desses exões e 
respetivas regiões de junção exão-intrão pela técnica de PCR seguida por sequenciação direta 
(método de Sanger) atingindo o objetivo de uma forma rápida e com custo reduzido. Este método 
permite a deteção de >95% das mutações somáticas descritas se a percentagem de células 
tumorais for superior a 20-30% da totalidade das células da amostra. 
 
A técnica de PCR consiste na replicação exponencial de uma determinada região de interesse 
(DNA template) e envolve o uso cíclico de diferentes temperaturas (temperatura de 
desnaturação, emparelhamento ou annealing e extensão), na presença de uma polimerase de 
DNA termo-estável (e.g. Taq polymerase), um par de oligonucleótidos iniciadores (primers) que 
flanqueiam a região a amplificar, uma mistura dos quatro dNTPs (desoxirribonucleótidos 
trifosfatados - dATP; dCTP; dGTP; dTTP), tampão de PCR contendo MgCl2 (Mg2+ é um co-fator 




Mantendo-se como método padrão para a caracterização do estado mutacional dos genes alvo, 
o PCR não é uma técnica isenta de desvantagens. No caso particular de amostras em FFPE, 
todo o trabalho de desenvolvimento de um novo ensaio é condicionado de início, pois não é 
possível realizar a amplificação de fragmentos maiores que 300 a 350 pb, resultado dos 
processamentos a que estas amostras já foram sujeitas.  
 
O desenho dos primers, terá que obedecer aos cuidados normais para evitar fenómenos de allele 
drop-out (amplificação preferencial de um dos alelos resultando numa genotipagem errada) ou, 
por exemplo, a amplificação preferencial de um pseudogene em detrimento da região de 
interesse no gene funcional. Em muitos casos, o exão terá que ser dividido em diversos 
amplicões sobreponíveis, para conseguir atingir o objetivo proposto, tornando a tarefa mais 
complicada do que a simples utilização de programas específicos como o Primer3 (Koressaar & 
Remm 2007, Untergasser et al., 2012, http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/), sendo 
frequentemente complementada pelo desenho manual na maioria dos casos. 
 
b. Condições do PCR 
 
As condições de PCR utilizadas estão sujeitas a ligeiras alterações nomeadamente no que diz 
respeito à temperatura de annealing, quantidade de DNA, concentração de magnésio e adição 
ou não de aditivos tais como formamida, DMSO ou glicerol. Estas pequenas alterações podem 
ser introduzidas para melhorar a especificidade do PCR em algumas amostras e/ou aumentar a 




resulta em grande parte da qualidade do próprio DNA, da presença de contaminantes, oscilações 
de temperatura nos diferentes termocicladores usados, ou fatores externos desconhecidos 
inerentes à própria amostra. Antes de seguir para sequenciação, o tamanho dos fragmentos 
obtidos por PCR é confirmado por eletroforese em gel de agarose, por comparação com o 
marcador de peso molecular conhecido utilizado na corrida. 
 
c. Sequenciação direta  
 
O produto de PCR específico é posteriormente purificado, e é realizada a reação de 
sequenciação de acordo com as especificações do sistema utilizado para o efeito (BigDye® 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit), sendo sequenciado bidireccionalmente com os primers 
usados na amplificação do fragmento de interesse. Este método baseia-se na incorporação de 
análogos aos dNTPs, os di-desoxirribonucleótidos trifosfatados (ddNTPs) marcados com 
fluoróforo, por ação da polimerase de DNA durante a elongação da cadeia. Como os ddNTPs 
não possuem grupo hidroxilo na extremidade 3’, a sua incorporação não permite a continuação 
da elongação, funcionando como terminadores de cadeia. A reação de sequenciação resulta 
numa série de moléculas de DNA de tamanho variável, cada uma terminando numa base 
diferente, que se encontra marcada com fluoróforo, permitindo assim sua deteção. 
 
Após a reação de sequenciação, os produtos são analisados no sequenciador automatizado de 
DNA (3130 Genetic Analyzer de 4 capilares da Applied Biosystems®), em que os dados 
recolhidos durante a eletroforese capilar são processados num programa específico de base 
calling (Sequencing Analysis Software v6.0) que identifica os diferentes sinais detetados na 
eletroforese como diferentes bases da sequência, sendo o resultado é apresentado sob a forma 
de eletroferograma (Figura 3.10).  
 






a. Análise e interpretação de resultados 
 
A leitura dos eletroferogramas resultantes da sequenciação do fragmento amplificado é feita por 
comparação com a sequência de referência em vigor para o gene estudado, num programa de 
alinhamento de sequências (p. ex. Sequencher 5.0).  
 
Para um eletroferograma ser considerado para análise deve ser avaliado no que diz respeito à 
qualidade da sequência obtida, e que consiste na avaliação do espaçamento entre os picos de 
cada base e a presença de fluorescência inespecífica designada por background. De notar que 
em amostras parafinas é frequente a obtenção de eletroferogramas “sujos” por amplificação na 
reação de PCR de fragmentos inespecíficos resultantes da degradação do DNA. Este 
background  poderá interferir na análise da sequência, uma vez que quando se pretende analisar 
mutações somáticas, temos que ter presente que o DNA tumoral encontra-se diluído em DNA 
normal, e que a mutação somática deverá estar presente apenas num dos alelos, pelo que nesta 
análise são consideradas bases mistas (mixed bases - 1 pico com 2 bases) se o pico da base 
menor for superior a 10% da altura do pico da base maior, correspondendo a 20 - 30% de 
infiltração tumoral, ou seja o nosso limite de sensibilidade (Figura 3.11).  
 
O resultado final é reportado em relatório próprio, enquadrado na metodologia utilizada para a 
patologia indicada, em que a presença ou ausência de mutação somática é indicada, bem como 
a descrição desta, se aplicável, realizada de acordo com as recomendações internacionais de 
nomenclatura da Human Genome Variation Society- HGVS (den Dunnen et al., 2016).  
 
 
Figura 3.11. Eletroferograma parcial do exão 20 do gene EGFR. Inserção de 9 pb entre o codão 773 e 774: 
c.2319_2320insAACCCCCAC; p(.H773_V774insNPH). 
 
PCR em tempo real. 
 
No laboratório, determinados testes são realizados com recurso a kits comerciais de PCR em 
tempo real, validados para diagnóstico in vitro. A metodologia de PCR em tempo real é 
particularmente relevante para amostras escassas ou com baixa infiltração tumoral, mas também 
em patologias em que apenas se pretende analisar mutações mais frequentes ou hotspots. O 
desenho e especificidade das sondas, associados ao método de deteção por fluorescência torna-
o particularmente sensível. Uma vez que necessita de menores quantidades de DNA tornou-se 
uma ferramenta importante quando se pretende pesquisar mutações em amostras não elegíveis 




de sondas específicas para regiões alvo particulares, com níveis de deteção igual ou superior a 
5% de alelo mutado. 
 
Visto os kits comerciais utilizados serem sistemas fechados, a interpretação dos resultados fica 
a cargo do programa de análise que acompanha o sistema, não tendo o operador qualquer tipo 
de interferência no resultado obtido: plataformas cobas® da Roche e Idylla™ da Biocartis (Figura 
3.12). 
 
Figura 3.12. Plataforma Idylla™ da Biocartis. 
 
Droplet Digital™ PCR  
 
O ddPCR pode ser usado na biologia molecular para diversos fins, tais como determinar variação 
de número de cópias, medir expressão génica, entre outras. No nosso laboratório é usado na 
vertente de mutações ou eventos raros, permitindo detetar a presença de uma mutação pontual 
num fundo de DNA normal ou wild type, com uma elevada sensibilidade. O grande desafio do 
desenho deste tipo de ensaio é a distinção entre duas sequências muito semelhantes, estando 
uma delas extraordinariamente diluída face à outra, e tornando a sua otimização muito particular. 
A técnica é constituída por três passos fundamentais: 
 
a. Preparação da reação de PCR e formação de droplets 
 
O processo é iniciado pela preparação de um PCR com as amostras que pretendemos estudar 
e os reagentes apropriados para o efeito. Seguidamente, usando propriedades microfluídicas da 
amostra e um óleo específico, fragmentos individuais de DNA são compartimentados em 
pequenas gotículas, os droplets, num equipamento específico (QX200™droplet Generator, Bio-
Rad - Figura 3.13), onde para além do fragmento de DNA existem todos os reagentes 




para os alvos wild type e mutado. A emulsão gerada por esta partição, em condições de ensaio 
otimizadas, poderá ascender a 20000 droplets (Figura 3.14a)  
 
b. Amplificação por PCR 
 
Após a formação dos droplets, a emulsão é transferida para uma placa adequada que é colocada 
num termociclador robusto, e em condições otimizadas ocorrerá amplificação por PCR do 
fragmento de DNA encapsulado em cada droplet, ocorrendo desta forma cerca de 20000 reações 
de PCR em paralelo (Figura 3.14b). 
 
Figura 3.13. QX200™droplet Reader e QX200™droplet Generator, Bio-Rad.  
 
c. Leitura e análise dos droplets 
 
Após a amplificação da região alvo e recorrendo a um leitor dedicado (QX200™droplet Reader, 
Bio-Rad - Figura 3.13) cada droplet é individualizado de forma a passar por um detetor que lê a 
fluorescência e determina se o droplet é positivo ou negativo (Figura 3.14c). Da análise destes 
resultados através de software específico (QuantaSoft™ Software) resulta uma frequência alélica 
estimada para o alelo mutado. 
 
Figura 3.14. Representação esquemática de Droplet™ Digital PCR. (a) Formação de droplets, (b) 








Methylation Specific PCR (MSP) 
 
As ilhas CpG são pequenas sequências constituídas por uma citosina (C) seguida por uma 
guanina (G), e que surgem intercaladas ao longo da sequência de DNA. Existem regiões 
consideradas ricas em ilhas CpG predominantemente não metiladas. Cerca de 70% dos genes 
possuem promotores com regiões ricas nestas ilhas, estando a sua metilação normalmente 
associada ao silenciamento do gene. A presença de um padrão aberrante de metilação nestas 
ilhas e consequente silenciamento de alguns genes encontra-se frequentemente em patologias 
oncológicas (Deaton e Bird, 2011, Esteller et al., 2011). 
 
O método MSP é usado para determinar padrões atípicos de metilação das ilhas CpG no DNA.  
Este método baseia-se no princípio de que as ilhas CpG metiladas ou CmpG mantêm-se intactas 
quando submetidas ao processo de desnaturação e tratamento com bissulfito, enquanto que nas 
ilhas não metiladas ocorre a conversão da citosina em uracilo. Este processo é realizado no 
laboratório recorrendo ao kit EZ DNA Methylation-Gold™ (Zymo Research). O padrão de 
metilação das ilhas CpG é determinado pela amplificação por PCR com primers específicos para 
o DNA metilado e primers específicos para o DNA não metilado convertido.  
 
3.3.4. Aplicações Práticas por Patologia 
 
Carcinoma do Pulmão de Não Pequenas Células 
 
a. Diagnóstico inicial 
 
De acordo com as recomendações para o estudo molecular no CPNPC, de painéis de peritos 
internacionais de instituições de referência como o College of American Pathologist, International 
Association for the Study of Lung Cancer e a Association for Molecular Pathology (Lindeman N. 
I. et al., 2013), a pesquisa de mutações no gene EGFR deverá ser realizada por uma de duas 
metodologias complementares: PCR seguido de sequenciação direta ou PCR em tempo real. 
Desta forma, é possível estabelecer uma adequada estratégia laboratorial em que a escolha da 
metodologia dependerá das condições particulares de cada amostra. O PCR seguido de 
sequenciação direta permite a deteção de mutações somáticas nos exões 18, 19, 20 e 21 deste 
gene, permitindo a identificação de mutações conhecidas assim como de mutações ainda não 
descritas na literatura. No entanto, só é aplicável se a percentagem de células tumorais for 
superior a 20-30% da totalidade das células da amostra (Figura 3.15). 
 
Para amostras com baixa infiltração tumoral, entre 10 a 20% de células neoplásicas, ou com 
baixo conteúdo celular é utilizado o PCR em tempo real, cobas® EGFR Mutation Test ou Idylla™ 
EGFR Mutation Assay, este último permitindo a deteção de cerca de 53 mutações no gene 





Figura 3.15. Eletroferograma parcial do exão 19 do gene EGFR. Deleção de 15pb entre os codões 747 e 
750 com a inserção de um C: c.2239_2248delinsC; p.(Leu747_Ala750insPro). 
 
Com o aumento de dados e evidências referentes aos agentes terapêuticos disponíveis para 
pacientes com CPNPC, ou agentes terapêuticos com atividade noutras alterações genéticas que 
poderão estar presentes no tumor, verificou-se a necessidade de alargar o estudo genético a 
outros biomarcadores, que incluem o gene KRAS e o gene BRAF (NCCN Guidelines, 2017), 
realizado apenas por PCR e sequenciação direta. 
 
b. Progressão da doença 
 
Para determinar a presença da mutação de resistência adquirida p.(Thr790Met), presente em 
cerca de 50% dos pacientes em progressão de doença, realiza-se ddPCR em ctDNA obtido a 
partir de biópsias líquidas. Este método permite a deteção da mutação em cerca de 70% dos 
doentes que a possuem, com uma sensibilidade de 0,1% utilizando 20ng de cfDNA no ensaio 
(Figura 3.16), evitando desta forma métodos mais invasivos ou até possibilitando a deteção da 
mutação quando o tumor está inacessível. Para os casos negativos em ctDNA ou quando o 
estado do doente e acessibilidade ao tumor/metástase o permite realiza-se a pesquisa da 
mutação p.(Thr790Met) por PCR em tempo real (cobas® EGFR Mutation Test ou Idylla™ EGFR 
Mutation Assay) em re-biópsias realizadas após progressão clínica da doença.  
 
Cancro Colorretal Metastizado 
 
A pesquisa de mutações em pacientes com mCCR poderá ser realizado pela técnica de PCR 
com sequenciação direta para a caracterização dos exões 2, 3 e 4 dos genes RAS e exão 15 do 
gene BRAF, ou PCR em tempo real onde apenas vemos mutações pontuais nos hotspots através 
do sistema Idylla™. Este sistema permite dar resposta ao crescente número de biópsias, mas 
principalmente conseguir resultados em peças de ressecção antigas, em que a degradação de 










Figura 3.16. Visualização e análise dos resultados de Droplet™ Digital PCR. Amostra de CPNPC em 
progressão de doença com a presença da mutação p.(Thr790Met) em cfDNA com uma frequência alélica 
de 1,2% (quadrante superior esquerdo).  
 
Tumores do Estroma Gastrointestinal 
 
Como referido os GIST são caracterizados principalmente por mutações nos exões 9 e 11 do 
gene c-KIT e exões 12, 14 e 18 do gene PDGFRA. Ambos os genes são estudados no laboratório 
por PCR e sequenciação direta. 
 
Tumores do Sistema Nervoso Central 
 
No âmbito da caracterização molecular dos tumores do Sistema Nervoso Central realiza-se a 
pesquisa de mutações nos exões 4 dos genes IDH1 e IDH2 e a pesquisa de mutação no codão 
600 do gene BRAF em alguns casos de astrocitomas, por PCR e sequenciação direta. 
Paralelamente realizamos a pesquisa da metilação da região do promotor do gene MGMT, tendo-
se tornado numa ferramenta útil para efeitos de prognóstico e/ou predição de resposta a algumas 
terapias disponíveis.  
 



















Para determinar o padrão de metilação das ilhas CpG da região do promotor do gene MGMT 
realiza-se o ensaio MSP adaptado do procedimento descrito por Esteller et al. (1999) (Figura 
3.17). 
 
Figura 3.17. Eletroforese em gel de agarose de um ensaio MSP para a Metilação do promotor do gene 
MGMT. (a) PCR específico para DNA não metilado e (b) PCR específico para DNA metilado: poços 1 a 4: 
amostras positivas (amplificação em a e b); poço 5: amostra negativa (amplificação apenas em a); poços 
6: controlo negativo do processo de conversão; poço 7: Controlo positivo do PCR; poço 8: controlo negativo 
do PCR.  
 
3.3.5. Prestação de Serviços na Área de Tumores Sólidos e Perspetivas 
Futuras 
 
Sendo uma área de diagnóstico que tem beneficiado do aumento de conhecimento sobre todo o 
processo oncológico e da aposta da indústria farmacêutica em novos fármacos, estes últimos 
quatro anos revelaram-se desafiantes no que diz respeito à crescente necessidade de dar 
resposta ao aumento de tumores diagnosticados. A diversidade de biomarcadores interrogados 
pelos clínicos traduziu-se num aumento de testes realizados na área, justificado em grande parte 
pelo aumento de novos casos de CPNPC em diagnóstico inicial e a revisão das recomendações 
internacionais em tumores do SNC (Figura 3.18).  
 
 
Figura 3.18. Prestação de serviços na área de Tumores Sólidos (2013-2016). 





Suportado pela investigação aplicada no campo da medicina, a quantidade de biomarcadores a 
analisar em diagnóstico inicial bem como as patologias onde o devemos fazer irá disparar, sendo 
improvável que se mantenha a metodologia de PCR associado a sequenciação direta como 
metodologia adequada.  
 
Considerando a mudança da prática clínica para metodologias menos invasivas, a área de 
conceção e desenvolvimento da empresa encontra-se a desenvolver um painel de genes 
específicos para tumores sólidos por NGS para a plataforma Illumina®, associado à estratégia 
de barcoding (Kinde et al., 2011; Schmitt et al., 2012). Esta metodologia permitirá aumentar a 
sensibilidade da técnica permitindo analisar por exemplo o ctDNA (Narayan et al., 2012). 
Paralelamente procuramos sempre implementar teste com relevância clínica e procurar dar 
respostas aos pedidos que nos chegam.  
 
3.4.  Atividade Científica 
 
A colaboração, disponibilidade e proximidade do laboratório com os clínicos que nos procuram, 
em particular do serviço de Hematologia do Hospital Santa Maria refletiu-se na seguinte atividade 
científica: 
 
Guerra L., Santos-Sousa P., Gomez B., Valle S., Lopes C., Raposo J., Martins C., Costa M.J., 
Santos S., Sousa C. Alves do Carmo J. (2009): Terapêutica com Dasatinib ou Nilotinib em 
Doentes com Leucemia Mielóide Crónica Resistentes ou intolerantes ao Imatinib. 9ª Reunião 
Anual da Sociedade Portuguesa de Hematologia, Tróia, Portugal. (poster); 
 
Santos-Sousa P., Guerra L., Gomez B., Valle S., Lopes C., Raposo J., Martins C., Costa M.J., G. 
Esteves; Fajardo J., Forjaz Lacerda J., Santos S., Sousa C., Alves do Carmo J. (2009). 
Terapêutica da Leucemia Mielóide Crónica com Imatinib: Valor Preditivo da Resposta 
Citogenética Completa aos 12 meses na Obtenção de Resposta Molecular e Progressão de 
Doença. 9ª Reunião Anual da Sociedade Portuguesa de Hematologia, Tróia, Portugal. 
(Comunicação Oral); 
 
Santos-Sousa P., Lourenço F., Forjaz Lacerda J., Martins C., Villa-Lobos I., Ferreira C., Matos 
S., Santos S., Sousa C., Serra-Caetano A., Carmo-Fonseca M., Alves do Carmo J. (2009). 
Leucemia Aguda em Células do Dador Pós Transplante Alogénico de Progenitores 
Hematopoiéticos num Caso de Linfoma Não-Hodgkin Folicular. 9ª Reunião Anual da Sociedade 
Portuguesa de Hematologia, Tróia, Portugal. (poster); 
 
Santos-Sousa P., Lourenço F., Forjaz Lacerda J., Martins C., Moreno R., Matos S., Santos S., 
Sousa C., Serra-Caetano A., Carmo-Fonseca M., Alves do Carmo J. (2009). Leucemia Aguda 




Linfoma No-Hodgkin Folicular. LI Reunião Nacional da AEHH e 25º Congresso Nacional do 
SETH, Barcelona, Espanha. (poster); 
 
Santos-Sousa P., Guerra L., Gomez B., Valle S., Lopes C., Raposo J., Martins C., Costa M.J., G. 
Esteves; Fajardo J., Forjaz Lacerda J., Santos S., Sousa C., Alves do Carmo J. (2010). Chronic 
Myeloid Leukemia in the Imatinib Era: The predictive value of optimal response at 12 months of 
therapy on achieving molecular response and disease progression. 15th Congress of the 
European Association, Barcelona, Espanha (resumo); 
 
Sousa A.C., Janeiro A., Malveiro S., Miltenberger-Miltenyi G. (2013). Five year experience on 
diagnostic K-ras testing at GenoMed. GCGC Symposium – Instituto de Medicina Molecular, 
Lisboa, (poster apresentado no Anexo VI). 
 
3.5. Trabalhador Designado na GenoMed 
 
Desde 2012 que, paralelamente ao trabalho desenvolvido na vertente de diagnóstico, 
desempenho funções de trabalhador designado pela empresa para a Segurança, Higiene e 
Saúde do Trabalho (SHST). Para tal frequentei o Curso de Formação Profissional de Trabalhador 
Designado em março desse ano, promovido pela entidade SGS Portugal – Sociedade Geral de 
Superintendência, SA, com aproveitamento necessário para poder desempenhar esta atividade 
na empresa (certificado apresentado no Anexo VII). 
 
A formação específica permitiu conhecer o enquadramento legal da SHST, através da legislação 
em vigor, a Lei n.º 102/2009 de 10 de setembro que promulga o regime jurídico para a promoção 
da segurança e saúde no trabalho, lei esta que foi posteriormente alterada e republicada pela 
Lei n.º 3/2014 de 28 de janeiro. Permitiu também aprender conceitos básicos da atividade de 
segurança no trabalho, gestão e prevenção de riscos profissionais, riscos gerais e a sua 
prevenção assim como riscos específicos ao sector da atividade da empresa. 
 
O objetivo primordial do Trabalhador Designado é o de promover a segurança no ambiente de 
trabalho, realizando as seguintes atividades associadas com o SHST: 
 
• Planear, organizar e agilizar as atividades de SHST em conjunto com a Direção 
Executiva da empresa; 
• Acompanhar as auditorias de segurança realizadas por entidade externa, para 
Identificação de Perigos e Avaliação de Riscos das Instalações e da Atividade, como 
interlocutora da empresa; 
• Desenvolver em conjunto com a Direção Executiva da empresa, um plano de ação 
decorrente das constatações evidenciadas nas auditorias de segurança, com vista à 




• Realização ou assessoria na realização de um Plano de Prevenção de Riscos 
Profissionais, consulta e informação aos trabalhadores para matérias de SHST; 
• Manutenção da estrutura interna de resposta à emergência, da qual faço parte 
integrando a equipa de evacuação; 
• Manter um registo de verificação periódica da integridade de equipamentos e 
infraestruturas relevantes para a segurança no trabalho, tais como os extintores, mantas 








4. Considerações Finais 
Na presente dissertação foi apresentado o conjunto de competências técnicas adquiridas ao 
longo de 14 anos de vida profissional, edificadas sobre fortes fundações construídas durante a 
faculdade, nomeadamente no que diz respeito a conceitos aprendidos no ramo de Biotecnologia 
e que estão no cerne de todo o trabalho desenvolvido até hoje. 
  
Durante o meu percurso todas as experiências, quaisquer que tenham sido, permitiram-me 
crescer tanto a nível profissional como pessoal e continuar a trabalhar para chegar onde cheguei.  
 
Pelas características inerentes à área de trabalho onde me encontro aguardo com expectativa a 
continuação de aquisição de conhecimento, que evolui a uma velocidade incrível. Encontro-me 
integrada num ambiente ideal para o efeito que, favorável ao desenvolvimento de novas 
metodologias, permite trabalhar para importar para a área de diagnóstico em tumores sólidos a 
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Anexo VIII – Formação Complementar 
 
Workshop as part of the study "Feedback to laboratories to improve RAS practices in Europe" 
Organização: Radbound/UMC; EQA/KU Leuven; AMGEN 
Local: Radbound/UMC, Nijmegen, Países Baixos 
Data: 15 e 16 de dezembro de 2016 
 
8ª Edição da reunião Personalised Healthcare in Oncology  
Organização: Roche 
Local: Edifício Roche 
Data: 02 e 03 de junho de 2016 
 
Curso de Formação Profissional: Equipa de Evacuação 
Organização: ITSEMAP – Portugal 
Local: Instituto de Medicina Molecular 
Data: 08 de janeiro de 2016 
 
7ª Edição da reunião Personalised Healthcare in Oncology  
Organização: Roche 
Local: Edifício Roche 
Data: 04 e 05 de junho de 2015 
 
6ª Edição da reunião Personalised Healthcare in Oncology  
Organização: Roche 
Local: Edifício Roche 
Data: 05 e 06 de junho de 2014 
 
Oncology Summit - Beyond Melanoma Treatment 
Organização: Bristol-Myers Squibb 
Local: Pavilhão de Portugal – Parque das Nações, Lisboa 
Data: 09 de março de 2013 
 
Curso de Trabalhador designado para a SHST 
Organização: SGS 
Local: Instalações da SGS, Lisboa 
Data: 20, 21, 22, 23 e 27 de março de 2012 
 
9ª Reunião Anual da Sociedade Portuguesa de Hematologia 
Organização: Sociedade Portuguesa de Hematologia 




Data: 29 a 31 de outubro de 2009 
Curso de Gestão da Segurança Em Laboratórios  
Organização: Soquímica – Soc. De Rep. de Química, Lda 
Local: Instalações da Soquímica, Lisboa 
Data: 12 de novembro de 2008 
 
Curso de Pós-Graduação em “Genética, Genoma e Genómica: Da Clínica À Saúde Pública” 
Organização: Escola Nacional de Saúde Pública e Sociedade Portuguesa de Genética Humana 
Local: Escola Nacional de Saúde Pública, Lisboa 
Data: 17 a 19 de fevereiro de 2005 
 
6ª Reunião da Sociedade Portuguesa de Genética Humana; 3º Simpósio Luso-Brasileiro de 
Genética 
Organização: Sociedade Portuguesa de Genética Humana 
Local: Casa do Médico – Porto  
Data: 13 – 15 de novembro de 2002 
 
